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In Vitro Evaluation of the Demineralization of Bovine Enamel Subjected to pH and
Immersion Time Variations in Caries-Inducing Solution
Objective: To analyze in vitro the demineralization pattern of bovine
enamel as a function of pH and immersion time variations in a
demineralizing solution used to simulate the natural caries process.
Method: The sample consisted of 80 enamel blocks, randomly
assigned to 4 groups (n=20): GA= pH 5.0 solution for 16 hours;
GB= pH 5.0 solution for 32 hours; GC= pH 4.7 solution for 16 hours
and GD= pH 4.7 solution for 32 hours. All specimens were stored
at 37ºC during the whole experimental period. After exposure to
the demineralizing solution, the specimens were prepared and
evaluated under polarized light microscopy (PLM) and scanning
electron microscopy (SEM). The data from SEM analysis were
evaluated descriptively, while the results from PLM analysis were
subjected to ANOVA and Tukey’s tests, with a 95% significance
level (p<0.05).
Results: The lesion depth values (mean ± SD) from the PLM analysis
for GA, GB, GC and GD were: 27.28 ± 5.48a; 42.33 ± 6.80b; 37.11±
5.60ab and 59.47± 23.80b, respectively (different letters indicate
statistically significant difference). All groups presented caries
lesion formation. GA, in spite of not differing from GA in terms of
numeric values, was the only one to present typical subsurface
lesions, while GB, GC and GD presented typical erosion areas.
Conclusion: The demineralization promoted by the pH 5.0 solution
for 16 hours was able to induce the formation of subsurface lesions
adequate for enamel remineralization studies. This fact, however,
did not occur when times >16 hours or lower pH of the solution
were used.
Objetivo: Analisar, in vitro, o padrão de desmineralização do esmalte
bovino frente a variações de pH e de tempo de imersão de uma
solução desmineralizante utilizada para simular o processo natural
de cárie.
Método: Compuseram a amostra 80 blocos de esmalte alocados
ao acaso em quatro grupos (n=20): GA – solução de pH 5,0 por 16
horas, GB – solução de pH 5,0 por 32 horas, GC – solução de pH
4,7 por 16 horas e GD – solução de pH 4,7 por 32 horas, os quais
permaneceram em estufa a 37ºC durante o período experimental.
Após a exposição à solução desmineralizante, as amostras foram
preparadas e avaliadas em microscopia de luz polarizada e
microscopia eletrônica de varredura. Os dados referentes à análise
em microscopia eletrônica de varredura (MEV) foram avaliados
descritivamente, enquanto os resultados obtidos pela análise em
microscopia de luz polarizada (MLP) foram submetidos aos testes
ANOVA e Tukey, adotando-se o nível de significância de 95%
(p<0,05%).
Resultados: Os valores de profundidade de lesão (média ± DP)
encontrados na MLP para GA, GB, GC e GD foram,
respectivamente: 27,28 ± 5,48a; 42,33 ± 6,80b; 37,11± 5,60ab e
59,47± 23,80b (resultados seguidos por letras distintas diferem
estatisticamente entre si). Observou-se que em todos os grupos
houve formação de lesão de cárie, sendo que apenas GA, apesar
de não diferir em valores numéricos do GC, apresentou lesões
características de subsuperfície, enquanto GB, GC e GD
apresentaram áreas típicas de erosão.
Conclusão: A desmineralização promovida pela solução em pH
5,0 por 16 horas, foi capaz de induzir a formação de lesões
subsuperficiais adequadas para estudos de remineralização em
esmalte, fato não encontrado quando utilizados tempos superiores
a 16 horas ou diante da diminuição do pH da solução.
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A cárie dentária pode ser definida como uma
doença multifatorial resultante de um processo dinâmico,
que se processa no meio ambiente oral, em períodos
alternados de dissolução e redeposição de minerais1-3.
É amplo o interesse no desenvolvimento de
pesquisas de controle e tratamento da cárie, na qual o
sucesso clínico encontra-se diretamente relacionado às
estratégias preventivas e terapêuticas. Para tato, é
imprescindível o conhecimento acerca do processo de
surgimento e evolução desta doença2,4.
O processo inicial de desmineralização do esmalte
determina o surgimento da lesão de mancha branca. Trata-
se de uma perda mineral subsuperficial passível de ser
remineralizada1,3. Assim, diversos estudos têm se proposto
a realizar uma análise mais detalhada sobre o processo
de cárie dentária in vitro e in situ na perspectiva de se obter
resultados comparáveis à realidade dos fenômenos que
ocorrem no meio ambiente oral1,5-8.
Na cavidade oral, a desmineralização do esmalte
dentário se inicia por meio da metabolização de
carboidratos fermentáveis. As bactérias cariogênicas
produzem ácidos, os quais se difundem para o interior do
esmalte e se dissociam em íons hidrogênio (H+)que
promovem a queda do pH do meio e a dissolução do fosfato
de cálcio dos tecidos mineralizados do dente, ocasionando
a destruição dos mesmos2-4,9,10. Esta perda mineral se
processa ao nível microscópico, estando em função direta
de condições que venham a manter um pH crítico (<5,5) na
cavidade oral2,11.
A simulação in vitro do processo natural da cárie
dentária pode ocorrer de diversas formas, principalmente
por meio de soluções de pH ácido capazes de promover a
remoção de minerais do esmalte7.  Para que tais produtos
possam induzir a formação de uma lesão de subsuperfície
é necessário que haja saturação da solução em relação
ao esmalte, evitando assim, o processo erosivo no tecido
adamantino, que é uma característica das substâncias de
baixo pH11,12.
Além de soluções ácidas, autores citam o uso de
formulações com pó de esmalte, géis e também o processo
de ciclagem de pH, no qual as amostras são levadas a
constantes trocas em meio ácido e básico, para a indução
de cárie artificial5,7,9,12.
A complexidade destes métodos instiga a
realização de estudos que se proponham a verificar formas
alternativas, eficazes e simples, para a produção de cárie
in vitro. O presente trabalho foi desenvolvido neste sentido.
INTRODUÇÃO
METODOLOGIA
Util izou-se metodologia indutiva, com
procedimento estatístico comparativo13, levando-se em
consideração as possíveis alterações qualitativas e
quantitativas do esmalte dentário bovino após a imersão
em soluções de baixo pH com diferentes tempos de
permanência.
Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética
em Pesquisa Animal do Laboratório de Tecnologia
Farmacêutica da Universidade Federal da Paraíba.
Compuseram a amostra 80 blocos de esmalte
medindo aproximadamente 25mm2, alocados ao acaso em
quatro grupos: GA – solução de pH 5,0 por 16 horas, GB –
solução de pH 5,0 por 32 horas, GC – solução de pH 4,7
por 16 horas e GD – solução de pH 4,7 por 32 horas.
Para a indução artificial de cárie utilizou-se uma
solução tampão de acetato 0,05M, contendo 1,28mM de
cálcio, 0,74mM de fosfato e 0,03µg de flúor/mL, descrita
por Queiroz14. Em cada bloco foi padronizada uma área
circular de 3,14mm2 para a produção da cárie, sendo o
restante da superfície impermeabilizada com verniz protetor.
Os espécimes foram mantidos imersos individualmente
num volume de 2mL/mm2 de solução, pelo tempo
determinado anteriormente para cada grupo,
permanecendo em estufa a 37ºC durante o período
experimental.
Após o tempo de exposição à solução e tendo em
vista a análise qualitativa das alterações superficiais da
camada externa do esmalte, dois blocos de cada grupo
foram selecionados aleatoriamente, montados em porta-
amostras de alumínio e recobertos com uma fina camada
de carbono para a análise em microscopia eletrônica de
varredura (MEV) (LEO 1430).
Os demais espécimes foram preparados para a
análise em microscopia de luz polarizada (MLP). Para tanto,
foram lixados longitudinalmente até a obtenção de secções
de esmalte com espessura de 100µm (+10µm). O
microscópio utilizado foi o Leica (DMLSP) com câmara
acoplada (Samsung SCC 131) e realizou-se a avaliação
de duas regiões distintas: zona de superfície e corpo da
lesão, utilizando como meio de embebição a água. Para
cada secção de esmalte fez-se 5 medidas da profundidade
da lesão, englobando toda a área da lesão visível na tela,
sendo a determinação do valor final obtido por meio da
média destes valores .
Os dados foram analisados descritivamente, por
meio da comparação entre os grupos. Para a avaliação
quantitativa das alterações microestruturais observadas em
MLP, utilizou-se os testes ANOVA e Tukey, adotando-se o
nível de significância de 95% (p<0,05%).
RESULTADOS
Na análise em MEV observou-se que os
espécimes dos grupos GB (Figura 2), GC (Figura 3) e GD
(Figura 4) apresentaram áreas de alterações superficiais,
características do processo de erosão, enquanto que no
grupo GA (Figura 1) não foi observada tal particularidade,
pois a superfície da amostra se apresentava com aspecto
semelhante ao esmalte hígido.
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Figura 1. GA: Superfície de bloco de esmalte submetido à
imersão em solução indutora de cárie pH 5,0 por 16 horas,
em aumento de 10.000x.
Figura 2. GB: Superfície de bloco de esmalte submetido à
imersão em solução indutora de cárie pH 5,0 por 32 horas,
em aumento de 10.000x.
Figura 3. GC: Superfície de bloco de esmalte submetido à
imersão em solução indutora de cárie pH 4,7 por 16 horas,
em aumento de 10.000x.
Figura 4. GD: Superfície de bloco de esmalte submetido à
imersão em solução indutora de cárie pH 4,7 por 32 horas,
em aumento de 10.000x.
Os valores médios de profundidade de lesão e
desvio padrão (DP) encontrados na MLP para GA, GB, GC e
GD podem ser vistos na Tabela 1.
GA
GB
GC
GD
Grupos Média Desvio-Padrão
27,28
42,33
37,11
59,47
±5,48a
±6,80b
±5,60ab
±23,80b
Tabela 1. Média (± DP) dos valores de profundidade da
lesão artificial de cárie.
Letras distintas diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
Observou-se que, em todos os grupos, houve a
formação da lesão de cárie, sendo que apenas o GA (Figura
5), apesar de não diferir em valores numéricos do GC,
apresentou lesões características de subsuperfície, ficando
claro que o GB (Figura 6), GC (Figura 7) e GD (Figura 8)
apresentaram áreas características de erosão.
Figura 5. GA: Imagem transversal da lesão de cárie em
secção de esmalte submetido à solução de pH 5,0 por
16 horas, com aumento de 20x.
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Para realização de estudos que busquem verificar a 
eficácia dos métodos de remineralização do esmalte cariado é 
indispensável a utilização de um procedimento capaz de 
simular in vitro, o processo de perda mineral que ocorre na 
boca para, posteriormente, avaliar a capacidade de 
1,15remineralização .
41Queiroz analisou dois modelos de ciclagem de pH e 
o efeito do flúor na ativação da remineralização in vitro. Para 
tanto, submeteu inicialmente blocos de esmalte e dentina 
bovinos à imersão em uma solução ácida, a fim de formar 
lesões subsuperficiais de cárie. Para determinação do pH e do 
tempo ideal de permanência das amostras na solução, o autor 
utilizou a avaliação em MLP e microdureza.
O presente estudo teve como intuito avaliar a 
efetividade de uma solução desmineralizante em simular o 
processo natural de cárie que ocorre in vivo e a metodologia 
14se baseou na mesma solução utilizada previamente , 
variando o tempo de permanência na solução e o pH, em 
busca de determinar a melhor forma de produzir lesões 
subsuperficiais em esmalte.
O emprego de dentes bovinos como substitutos dos 
dentes humanos, e da técnica da microscopia eletrônica de 
varredura e microscopia de luz polarizada, foi escolhida por 
ser ideal para testes in vitro que avaliam perda mineral em 
4,6,16nível microestrutural . 
173Thylstrup e Fejerskov  e Silverstone  ao estudarem 
as lesões de mancha branca em microscopia de luz 
polarizada, perceberam a presença de quatro zonas: 1 - Zona 
de superfície: camada relativamente intacta, de aspecto 
normal, com uma perda mineral de aproximadamente 1%, 
clinicamente a superfície aparece inalterada; 2 - Corpo da 
lesão: é a zona mais larga e com maior índice de 
desmineralização, chegando a apresentar perdas de 50%; 3 - 
Zona escura: Só é passível de visualização quando o meio de 
ebebição é a quinolina; 4 - Zona translúcida: sua presença não 
é comum em todas as lesões, sendo a perda nesta camada de 
apenas 1%. Nos achados deste estudo, na MLP foi possível a 
visualização de duas zonas distintas, a de superfície e corpo 
da lesão, já que o meio de embebição utilizado foi a água.
18 Moreno propôs uma metodologia para produção de 
cárie artificial utilizando preparações com pó de esmalte, 
desta forma seria possível a indução de desmineralização 
subsuperficial típica do esmalte cariado sem a presença de 
erosão. Trata-se de um método antigo, mas que foi utilizado 
por muito tempo no desenvolvimento de pesquisas in vitro. 
Contudo, devido à dificuldade de obtenção do pó do esmalte 
dentário, este método se torna dispendioso e de difícil 
realização.
Atualmente, muitos estudos têm proposto a  
utilização de soluções artificiais que contenham substâncias 
específicas    para        produção     de      cárie,     as     quais 
 
DISCUSSÃO
Figura 6. GB: Imagem transversal da lesão de cárie em 
lamela de esmalte submetido à solução de pH 5,0 por 16 
horas, com aumento de 20x.
Figura 8. GD: Imagem transversal da lesão de cárie em 
lamela de esmalte submetido à solução de pH 4,7 por 
32 horas, com aumento de 20x.
Figura 7. GC: Imagem transversal da lesão de cárie em 
secção de esmalte submetido à solução de pH 4,7 por 
16 horas, com aumento de 20x.
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agem como protetoras da superfície do esmalte contra a
erosão, tendo como exemplo os fluoretos, fosfatos e géis a
base de metilcelulose7,11,19-21.
A obtenção deste tipo de desmineralização - em
subsuperfície, seria o primeiro passo no desenvolvimento
de estudos sobre cárie in vitro. Este artifício é necessário
uma vez que a lesão cariosa passível de remineralização
se apresenta com a camada superficial adamantina
intacta3,7,11,22. O presente trabalho utilizou o flúor na intenção
de evitar a saturação da solução e conseqüentemente o
desenvolvimento de lesões erosivas.
Issa21 et al. desenvolveram um estudo com a
intenção de avaliar a influência do fluoreto na formação da
lesão artificial de cárie, constatando que a presença do
fluoreto durante o desenvolvimento da cárie de in vitro foi
capaz de promover a formação de uma zona de superfície
aparentemente intacta, diminuindo a perda excessiva de
tecido mineral.
Nas fotomicrografias em MEV e na análise em MLP
foi possível observar que os grupos GB, GC e GD
apresentaram, mesmo na presença de fluoreto, perda
mineral excessiva e formação de áreas de erosão na
superfície do esmalte. Diante deste achado fica evidente
que o pH tem grande influência na determinação da perda
mineral.
O pH crítico é aquele em que a saliva está saturada
em relação à apatita do esmalte. Isto significa que, neste
momento, haverá uma menor quantidade de íons
dissolvidos, deslocando o equilíbrio para a condição de
perda mineral do substrato dentário. Para que ocorra a
dissolução da hidroxiapatita o valor de pH crítico é abaixo
de 5,5 e para a formação de lesões erosivas2,9,10,12,20.
No estudo de Queiroz14 o período selecionado para
a formação de cárie in vitro foi o de 32 h em solução de pH
5,0. Na atual pesquisa, a solução com pH 5,0 por 16 horas
foi aquela que melhor promoveu desmineralização
subsuperficial. Apesar de utilizar a mesma solução, os
resultados destes estudos se mostraram contraditórios.
Vale destacar que a primeira pesquisa buscou uma situação
ideal para formação de cárie em esmalte e dentina,
enquanto a segunda estudou especificamente o
comportamento da estrutura adamantina.
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